Potensi Ekstrak Etanol Tanaman Pegagan (Centella asiatica) terhadap

Ekspresi VEGF dan VEGFR-1 dengan Metode Imunohistokimia pada

Jaringan Interstitial Testis Tikus Putih (Rattus norvegicus) Usia Tua. by Oktaviani, Esti Lutfi
POTENSI EKSTRAK ETANOL TANAMAN PEGAGAN 
(Centella asiatica) TERHADAP EKSPRESI VEGF DAN 
VEGFR-1 DENGAN METODE IMUNOHISTOKIMIA  
PADA JARINGAN INTERSTITIAL TESTIS 



















PROGRAM STUDI KEDOKTERAN HEWAN 























POTENSI EKSTRAK ETANOL TANAMAN PEGAGAN 
(Centella asiatica) TERHADAP EKSPRESI VEGF DAN 
VEGFR-1 DENGAN METODE IMUNOHISTOKIMIA  
PADA JARINGAN INTERSTITIAL TESTIS 






Sebagai salah satu syarat memperoleh gelar 












PROGRAM STUDI KEDOKTERAN HEWAN 























LEMBAR PENGESAHAN SKRIPSI 
 
 
POTENSI EKSTRAK ETANOL TANAMAN PEGAGAN 
(Centella asiatica) TERHADAP EKSPRESI VEGF DAN 
VEGFR-1 DENGAN METODE IMUNOHISTOKIMIA  
PADA JARINGAN INTERSTITIAL TESTIS 








Setelah dipertahankan di depan Majelis Penguji 
 pada tanggal 25 Juni 2018 
dan dinyatakan memenuhi syarat untuk memperoleh gelar 
Sarjana Kedokteran Hewan 
 







Prof. Dr. Aulanni’am, drh., DES 
NIP. 19600903 198802 2 001 
 Wibi Riawan, S.Si., M.Biomed  













 Prof. Dr. Aulanni’am, drh., DES 





















LEMBAR PERNYATAAN  
 
 
 Saya yang bertanda tangan di bawah ini: 
 
Nama  : Esti Lutfi Oktaviani 
NIM  : 145130101111078 
Program Studi : Kedokteran Hewan 
Penulis Skripsi berjudul :  
Potensi Ekstrak Etanol Tanaman Pegagan (Centella asiatica) terhadap 
Ekspresi VEGF dan VEGFR-1 dengan Metode Imunohistokimia pada 
Jaringan Interstitial Testis Tikus Putih (Rattus norvegicus) Usia Tua. 
 
Dengan ini menyatakan bahwa:  
1. Isi dari skripsi yang saya buat adalah benar-benar karya saya sendiri dan tidak 
menjiplak karya  orang  lain,  selain  nama-nama  yang  termaktub  di  isi  dan  
tertulis  di  daftar  pustaka dalam skripsi ini.  
2. Apabila  dikemudian  hari  ternyata  skripsi  yang  saya  tulis  terbukti  hasil  
jiplakan,  maka saya akan bersedia menanggung segala resiko yang akan saya 
terima.  











         Esti Lutfi Oktaviani     




















Potensi Ekstrak Etanol Tanaman Pegagan (Centella asiatica) terhadap 
Ekspresi VEGF dan VEGFR-1 dengan Metode Imunohistokimia pada Jaringan 





 Proses penuaan (senilitas) keadaan fisiologis yang akan dialami semua 
makhluk hidup. Penuaan dapat menurukan produksi hormon testosteron dan 
produksi estrogen yang dimediasi oleh Estrogen reseptor sehingga dapat 
menurunkan ekspresi VEGF dan diikuti VEGFR-1. Ekstra etanol tanaman 
pegagan (Centella asiatica) mengandung senyawa fitosterol yang berfungsi 
sebagai profertilitas untuk meningkatkan ekspresi VEGF dan VEGFR-1 sebagai 
penanda angiogenesis untuk menghantarkan hormon dan nutrisi pada testis. 
Penelitian ini menggunakan tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur Sprague 
Dawley (SD) berusia 2 tahun dengan berat badan 300 gram yang dibagi menjadi 5 
kelompok, yaitu : kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol positif, kelompok 
yang diberi ekstrak etanol Centella asiatica sebanyak 1 mL dengan dosis 100 
mg/kg BB, kelompok yang diberi ekstrak etanol Centella asiatica sebanyak 1 mL 
dengan dosis 200 mg/kg BB, dan kelompok yang diberi ekstrak etanol Centella 
asiatica sebanyak 1 mL dengan dosis 300 mg/kg BB. Parameter yang diukur 
adalah ekspresi VEGF dan VEGFR-1 pada jaringan interstitial testis yang 
diwarnai dengan metode Imunohistokimia (IHK) dan dianalisis secara statistik 
dengan one-way ANOVA. Hasil penelitian menunjukkan pemberian ekstrak 
etanol tanaman pegagan (Centella asiatica) pada tikus jantan usia tua secara 
signifikan dengan α=0,05 dapat meningkatkan ekspresi VEGF dan VEGFR-1 
dengan dosis efektif 200 mg/kg BB. Kesimpulan penelitian ini ekstrak etanol 
tanaman pegagan (Centella asiatica) dapat meningkatkan ekspresi VEGF dan 
VEGFR-1 pada interstitial sel testis. 
 




















 The Potency of Extract Pegagan (Centela asiatica) to Expression  





 The aging process (senility) is a physiologic condition happens in all 
living creature. Aging could decrease the production of testosterone and estrogen 
hormone mediated by estrogen receptor that could decrease VEGF and followed 
by VEGFR-1expression. The ethanol extract of extract pegagan (Centella 
asiatica) contains phytosterol compound which has a function as profertility to 
increase VEGF and VEGFR-1 expression as marker of angiogenesis to deliver 
nutrition and hormone to the testicles. This study used 2 years old male of 
Sprague Dawley (Rattus norvegicus) weigh 300 gram that were divided into 5 
groups: negative control group, positive control group, the group that was given 1 
mL of ethanol extract of Centella asiatica with dose of 100 mg/kg BW and the 
group that was given 1 mL of ethanol extract of Centella asiatica with dose of 
300 mg/kg BW. Parameters that were measured include VEGF and VEGFR-1 
expression in interstitial tissue of testicles, stained by Immunohistochemistry 
method and was analyzed statistically with one-way ANOVA method. The results 
showed that Gotu Kola (Centella asiatica) ethanol extract given to the old male 
rats significantly with α=0,05 could increase VEGF and VEGFR-1 expression 
with the effective dose of 200 mg/kg BW. The conclusion of this study was 
extract pegagan (Centella asiatica) could increase VEGF and VEGFR-1 
expressionin interstitial tissue of testicles. 
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BAB 1 PENDAHULUAN 
 
1.1 Latar Belakang Penelitian 
Proses menua (senilitas) merupakan akumulasi perubahan progresif seiring 
waktu yang berhubungan dengan peningkatan kerentanan terhadap penyakit dan 
kematian. Penuaan dapat menurunkan produksi hormon testosteron, growth 
hormon, dan hormon estrogen (Pangkahila, 2007). Estrogen memiliki peran 
penting dalam memastikan fungsi dari traktus reproduktif jantan berfungsi baik. 
Pada jantan, estrogen yang aktif secara biologis adalah Estradiol. Sumber utama 
dari hormon Estradiol itu berasal dari proses aromatisasi dari testosteron (Bagget, 
1959 dalam Myles dkk., 2017). Estrogen dimediasi oleh aktivasi 2 reseptor 
spesifik (estrogen reseptor [ER]) pada sel target, ERα, dan ERβ, sehingga 
penurunan produksi estrogen mengakibatkan penurunan estrogen reseptor. Dalam 
hal ini estrogen berperan dalam meregulasi aktivasi dari VEGF dan reseptornya 
VEGFR-1 yang merupakan faktor penting dalam angiogenesis dan permeabilitas 
(Cross et al., 2003). 
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) merupakan faktor angiogenik 
yang merupakan faktor penting dalam angiogenesis. VEGF sebagai growth factor 
yang memiliki fungsi luas sebagai permeabilitas vascular yang digunakan sebagai 
marker atau penanda angiogenesis. Peningkatan angiogenesis akan memperbaiki 
permeabilitas yang nantinya akan memberikan ekstravasasi cairan dan nutrisi 
yang nantinya akan dialirkan pada tubulus seminiferus sehingga membantu dalam 




















Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-1 (VEGFR-1) merupakan 
reseptor tirosin kinase dari VEGF yang memiliki fungsi bersama-sama dalam 
proses angiogenesis. VEGFR-1 akan membantu VEGF dalam proses angiogenesis 
dengan mengikat VEGF-A sehingga mengakibatkan dimerisasi dan aktivasi 
tirosin kinase untuk proses sinyal transduksi sel (Dai and Rabie, 2007). Setiap 
jaringan membutuhkan vaskularisasi untuk mengalirkan oksigen, hormon, dan 
nutrisi. Pada organ testis VEGF dan VEGFR-1 dapat terekspresi pada sel leydig 
dan sel sertoli yang dapat diamati melalui pewarnaan imunohistokimia. VEGF 
dan VEGFR pada testis membutuhkan remodeling pada vaskularisasi untuk 
melancarkan aktivitas kerja tubuh dan mencegah apoptosis jaringan pada daerah 
testis yang merupakan organ reproduksi pada hewan jantan yang mengalami 
penuaan (Svingen and Koopman 2013). 
Penurunan vaskularisasi akibat penuaan pada hewan usia tua dibutuhkan 
fitosterol untuk mempengaruhi aktivas estrogen reseptor sehingga dapat 
meningkatkan ekspresi VEGF dan VEGFR-1. Fitosterol merupakan turunan 
senyawa sterol sebagai bahan baku pembentuk hormon seksual. Hal ini dapat 
menyebabkan pada pembentukan spermatozoa jumlahnya menjadi lebih banyak 
atau meningkat (Samsiar dkk., 2013). Maka penelitian ini mempelajari potensi 
fitosterol ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) terhadap pengaruh ekspresi 























1.2 Rumusan Masalah 
Berdasarkan latar belakang tersebut didapatkan rumusan masalah sebagai 
berikut : 
1. Apakah pemberian ekstrak etanol tanaman pegagan (Centella asiatica) 
dapat mempengaruhi ekspresi VEGF pada jaringan interstitial testis tikus 
putih usia tua? 
2. Apakah pemberian ekstrak etanol tanaman pegagan (Centella asiatica) 
dapat mempengaruhi ekspresi VEGFR-1 pada jaringan interstitial testis 
tikus putih usia tua? 
1.3 Batasan Masalah 
Batasan dari penelitian ini adalah sebagai berikut : 
1. Hewan coba yang digunakan yaitu tikus putih jantan (Rattus novergicus) 
sejumlah 20 ekor dengn usia 2 tahun serta memiliki berat badan 300 gram. 
Tikus yang digunakan telah mendapatkan sertifikat Laik Etik dari Komisi 
Etik Penelitian Universitas Brawijaya Malang No : 842-KEP-UB 
(Lampiran 6). 
2. Dosis pemberian ekstrak etanol tanaman pegagan (Centella asiatica) 
sebanyak 100 mg/kgBB, 200 mg/kgBB, 300 mg/kgBB yang diberikan 
secara peroral selama 21 hari. 
3. Volume pemberian ekstrak etanol tanaman pegagan (Centella asiatica) 
yang diberikan sebanyak 1 mL selama 21 hari yang diberikan secara 




















pegagan telah mendapat determinasi tumbuhan dari UPT Materia Medica 
Batu No. 074/373/102.7/2017 (Lampiran 7). 
4. Pembacaan ekspresi VEGF dianalisa dengan metode Imunohistokimia 
(IHK). Pengamatan dilakukan dengan mikroskop cahaya 20x lapang 
pandang, dengan pembesaran 1000x dan dihitung manual dengan melihat 
sel yang terwarnai coklat. 
5. Pembacaan ekspresi VEGFR-1 dianalisa dengan metode Imunohistokimia 
(IHK). Pengamatan dilakukan dengan mikroskop cahaya 20x lapang 
pandang, dengan pembesaran 1000x dan dihitung manual dengan melihat 
sel yang terwarnai coklat. 
1.4 Tujuan Penelitian 
Tujuan dari penelitian ini yaitu : 
1. Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak etanol tanaman pegagan 
(Centella asiatica) terhadap ekspresi VEGF pada jaringan interstitial testis 
tikus putih usia tua. 
2. Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak etanol tanaman pegagan 
(Centella asiatica) terhadap ekspresi VEGFR-1 pada jaringan interstitial 

























1.5 Manfaat Penelitian 
Manfaat dari penelitian ini adalah untuk memberikan informasi mengenai 
potensi ekstrak etanol tanaman pegagan (Centella asiatica) sebagai perbaikan 
dalam ekstravasasi pembuluh darah terhadap ekspresi VEGF dan VEGFR-1 pada 





















BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA 
 
2.1 Penuaan (Senilitas) 
Penuaan adalah suatu proses yang akan dialami oleh semua makhluk hidup. 
Penuaan adalah penurunan fungsi biologik dari usia kronologik, proses 
menghilangnya kemampuan jaringan secara perlahan-lahan untuk memperbaiki 
atau mengganti diri dan mempertahankan struktur, serta fungsi normalnya. 
Akibatnya tubuh tidak dapat bertahan terhadap kerusakan atau memperbaiki 
kerusakan tersebut. Penuaan dapat ditandai dengan menurunnya fungsi fisik, 
fisiologis, massa otot, penurunan energi maupun penurunan sistem tubuh 
(Kartiko, 2015).  
Proses penuaan terjadi pada semua sel di dalam tubuh, termasuk sel yang 
menyusun sistem organ reproduksi. Proses penuaan sistem organ reproduksi pada 
makhluk hidup dapat diidentifikasi dari berbagai parameter, salah satunya dari 
penurunan progresif fungsi sistem reproduksi. Penurunan fungsi reproduksi dapat 
dilihat dari perubahan histologi testis dan organ aksesorisnya serta perubahan 
kadar hormon yang diproduksinya (Ekputri, 2014). 
Terdapat 4 teori penuaan sebagai berikut (Pangkahila, 2013) : 
a. “Wear and Tear” Theory 
Teori ini menyatakan bahwa organ akan mengalami kerusakan apabila 
dipakai secara berlebihan dan semakin tubuh melakukan aktivitas yang 





















b. The Neuroendocrinology Theory 
Teori ini menyatakan tubuh  tidak mampu memproduksi hormon untuk 
mengimbangi fungsinya yang berlebihan sehingga tubuh akan mengalami 
kekurangan hormon secara menyeluruh sehingga terjadi proses penuaan. 
Mekanisme umpan balik hipotalamus, hipofase dan organ sasaran masih 
bekerja namun akibat kerjanya yang berlebihan sehingga poros hipotalamus-
hipofase dan organ sasaran tidak dapat menyeimbangi sehingga proses 
penuaan akan tetap terjadi. Penurunan kemampuan hipotalamus dikaitkan 
dengan hormon kortisol. Kortisol dihasilkan dari kelenjar adrenal (terletak di 
ginjal) dan kortisol bertanggung jawab untuk stres. Hal ini dikenal sebagai 
salah satu dari beberapa hormon yang meningkat dengan usia. Jika kerusakan 
kortisol hipotalamus, maka seiring waktu hipotalamus akan mengalami 
kerusakan. Kerusakan ini kemudian dapat menyebabkan ketidakseimbangan 
hormon sehingga hipotalamus kehilangan kemampuan untuk mengendalikan 
sistem (Dilman et al., 2006). 
c. The Genetic Control Theory 
Teori kontrol genetik mengatur makhluk hidup sesuai dengan apayang 
telah diatur di dalam DNA. Setiap organisme mempunyai kode genetik yang 
unik dan berbeda, yang memungkinkan fungsi fisik dan mental tertentu. 
Sehingga teori ini menyatakan bahwa proses penuaan merupakan hal yang 






















d. The Free Radical Theory 
Radikal bebas diyakini sebagai salah satu unsur yang mempercepat 
proses penuaan sehingga terbentuknya radikal bebas secara berlebihan harus 
dihindari untuk menghambat proses penuaan. Radikal bebas merupakan suatu 
molekul yang memiliki elektron tidak berpasangan. Radikal bebas memiliki 
sifat reaktivitas yang tinggi karena kecenderungan menarik elektron dan dapat 
mengubah suatu molekul menjadi suatu radikal karena hilangnya atau 
bertambahnya satu elektron pada molekul lain. Radikal bebas akan merusak 
molekul yang elektronnya ditarik oleh radikal bebas tersebut sehingga 
menyebabkan kerusakan sel, gangguan fungsi sel, hingga kematian sel. 
Molekul utama yang dirusak adalah protein, DNA, dan lemak. 
Penuaan pada pria atau pejantan tidak menyebabkan berkurangnya ukuran 
dan berat testis tetapi sel yang memproduksi dan memberi nutrisi yaitu sel leydig 
pada sperma akan berkurang. Jumlah dan aktivitas sel leydig yang menurun 
menyebabkan berkurangnya sperma hingga 50% dan penurunan testoteron. Hal 
ini menyebabkan penurunan libido dan kegiatan seksual pada pejantan usia tua 
(Soejono, 2004). 
2.2 Tanaman Pegagan (Centella asiatic) 
Pegagan atau Centella asiatica adalah tanaman liar yang banyak tumbuh di 
sekitar perkebunan, tepi jalan, lading, pematang sawah maupun di lading agak 
basah. Pegagan memiliki ukuran 0,1 – 0,8 m, berbatang pendek dan percabangan 
batangnya merayap atau stolon, daun tunggal dalam susunan roset atau spiral, 




















seperti ginjal, dengan pangkal yang melekuk ke dalam, tangkai daun mencapai 50 
cm panjangnya dengan pangkal berbentuk pelepah agak panjang berukuran 5-15 
cm, permukaan dan belakang daun licin kadang berambut Gambar 2.1 (Winarto 
dan Surbakti, 2003). 
Centella asiatica adalah tanaman herbal yang telah dikenal sejak berabad 
abad yang lalu. Tanaman ini banyak digunakan untuk pengobatan penyakit seperti 
asthma, ulcers, eczema dan penyembuhan luka (Brinkhaus et al., 2008). Pegagan 
merupakan salah satu tanaman obat yang sangat bermanfaat untuk kesehatan. 
Salah satu senyawa yang terdapat di dalam tanaman pegagan adalah 
madecocassosida yang bermanfaat dalam memicu produksi kolagen. Kolagen 
sangat bermanfaat dalam membantu merangsang regenerasi sel kulit. Selain itu, 
kolagen juga berfungsi meregenerasi sel telur pada betina dan sel sprema pada 
jantan. Kandungan karoten yang ada di dalam pegagan adalah antioksidan alami, 
selain itu, manfaat dari karoten juga meningkatkan kualitas sel telur dan sel 
sperma. 
 




















Klasifikasi tanaman pegagan (Winarto dan Surbakti, 2003) : 
Kingdom : Plantae 
Divisi : Spermatophyta 
Sub-divisi : Angiospermae 
Kelas : Dikotiledonae 
Ordo : Umbellales 
Famili : Umbelliferane 
Genus : Centella 
Spesies : Centella asiatica 
Kandungan nutrisi pegaganTabel 2.1 (Kormin, 2005) : 

















































171 32 5,6 21 391   
 
Pegagan memiliki berbagai bahan aktif meliputi ; a) titerpenoid saponin, b) 
minyak essensial, c)  triterpenoid genin, d) flavonoid, e) fitosterol dan bahan aktif 
lainnya (Winarto, 2003). Pada penelitian Sukha et al (1999), menyimpulkan 
bahwa paparan pegagan yang mengandung asiatikosida pada CAM (Chick 




















darah baru, karena pegagan memiliki efek merangsang ekspresi faktor 
pertumbuhan yang terlibat dalam pembentukan pembuluh darah. Aktivitas 
tingginya antioksidan dikarenakan adanya kandungan asiatikosida dan flavonoid 
pada Centella asiatica. 
Pegagan juga memiliki kandungan yang dapat menyuburkan sistem 
reproduksi karena mengandung fitosterol. Fitrosterol merupakan turunan senyawa 
sterol yang dahulu hanya ditemukan pada hewan dalam bentuk kolesterol sebagai 
bahan baku pembentuk hormon reproduksi. Menurut penelitian Lusiana dkk., 
(2013) bahwa selain kandungan triterpenoid, tanaman pegagan juga mengandung 
fitosterol yang merupakan turunan senyawa sterol sebagai bahan baku pembentuk 
hormon seksual. Senyawa fitosterol yang terdapat pada tumbuhan antara lain yaitu 
sitosterol, stigmasterol, dan kampesterol. Senyawa fitosterol dapat mempengaruhi 
sel leydig untuk memproduksi hormon testosteron. Hormon testosteron berfungsi 
untuk pematangan akhir spermatozoa. Selain mempengaruhi spermatogenesis, 
testosteron juga mengatur sifat-sifat seksual sekunder, rangsangan seksual, 
perkembangan saluran-saluran kelamin dan kelenjar kelamin tambahan. 
Kandungan fenol dan fitosterol dalam ekstrak etanol kemangi (Ocimum 
americanum L.)  dapat meningkatkan kualitas dan konsentrasi sperma. Fitosterol 
yang terkandung juga dapat bertindak sebagai prekursor steroid untuk 
mempengaruhi sel leydig memproduksi hormon testosteron, sehingga terjadi 
peningkatan hormon testosteron. Hormon testosteron memiliki peran penting 





















Fitosterol merupakan triterpena yang kerangka dasarnya sistem cincin 
siklopentana perhidrofenantrena, kerangka dasar tersebut menyerupai kerangka 
steroid yaitu kolesterol. Senyawa triterpenoid dapat meningkatkan senyawa 
steroid dalam darah. Peningkatan kadar steroid dalam darah disebabkan oleh 
senyawa triterpenoid yang memiliki keserupaan dan kemungkinan adanya kaitan 
biogenesis dengan steroid dan steroid merupakan bahan baku untuk mensintesis 
hormon testosteron. Kolesterol dipakai untuk biosintesis hormon steroid yang 
mencakup hormon reproduksi, diantaranya androgen (testosteron) (Elyal, 2012). 
2.3 Hewan Coba Tikus Putih (Rattus norvegicus) 
Hewan coba merupakan hewan yang sengaja dipelihara dan 
dikembangbiakkan untuk kepentingan laboratorium. Hewan coba dimanfaatkan 
untuk mempelajari dan mengembangkan berbagai bidang ilmu dalam skala 
penelitian. Hewan model adalah objek hewan sebagai tiruan manusia atau spesies 
lain, yang digunakan untuk menyelidiki fenomena biologis atau patologis. Hewan 
yang sering digunakan sebagai hewan model adalah tikus, guinea pig dan kelinci 
(Hau and Hoosier, 2003). Tikus termasuk hewan mamalia, oleh sebab itu 
dampaknya terhadap suatu perlakuan mungkin tidak jauh berbeda disbanding 
dengan mamalia lainnya. Tikus sering digunakan pada berbagai penelitian karena 
tikus mempunyai karakteristik mudah berkembangbiak, murah serta mudah untuk 






















Tikus putih merupakan strain albino dari Rattus norvegicus. Tikus putih 
memiliki beberapa galur yang merupakan hasil dari pembiakkan sesama jenis atau 
persilangan seperti Wistar, Sprague Dawley, Madison, Wicoustin, dan Long 
Evans. Tikus putih termasuk ke dalam hewan mamalia yang memiliki ekor 
panjang. Tikus Rattus novergicus digunakan dalam setiap penelitian karena 
memiliki keunggulan berupa asam amino, sistem metabolisme dan organnya 
hampir sama dengan manusia sehingga memudahkan dalam penelitian, 
perkembangannya cepat dan mudah dipelihara dalam jumlah yang banyak (Akbar, 
2010). 
Klasifikasi tikus putih menurut Sirois (2005) adalah sebagai berikut:  
Kingdom : Animalia 
Filum  : Chordata 
Kelas   : Mamalia 
Ordo   : Rodentia 
Sub Ordo  : Myomorpha 
Famili   : Muridae 
Sub Famili : Murinae 
Genus   : Rattus 
























Tikus Sprague Dawley yaitu bertubuh panjang dengan kepala lebih sempit. 
Telinga tikus ini tebal dan pendek dengan rambut halus. Mata tikus putih 
berwarna merah, ciri yang paling terlihat adalah ekornya yang lebih panjang 
daripada tubuhnya. Berat badan tikus jantan pada umur 12 minggu mencapai 240 
g, sedangkan betinanya mencapai 200 g (Gambar 2.2). Tikus Sprague Dawley 
pertama kali diproduksi oleh peternakan Sprague Dawley. Tikus ini merupakan 
jenis outbred tikus albino serbaguna secara ekstensif dalam riset medis. 
Keuntungan utama menggunakan tikus galur SD (Sprague Dawley) adalah 
ketenangan, kemudahan penanganannya dan merupakan galur tikus yang paling 
besar diantara galur yang lain (Maula, 2014). Menurut Wilkinson et al (2000) 
penelitian tentang reproduksi pada umumnya menggunakan tikus-tikus strain 
Sprague Dawley dan wistar yang merupakan turunan hubungan jauh (outbred) 
yang memiliki fertilitas yang tinggi dan sifat-sifat perkawinan yang konsisten, 
namun tikus Sprague Dawley lebih diunggulkan jika dilihat pada parameter 
besarnya testis, jumlah sperma pada testis dan epididimis, berat kelenjar 
aksesorius, dan sirkulasi darah pada testosterone. 
 





















Adapun data biologis tikus sebagai berikut Tabel 2.2 (Kusumawati, 2004).:  
Tabel 2.2 Data biologis tikus  




Temperatur tubuh 37,5oC 
Umur dewasa 50-60 hari 
Kebutuhan makanan 
Kebutuhan air 
5 gr/100 gr BB 







Frekuensi jantung 330-480 / menit 
Frekuensi respirasi 66-114 / menit 
 
2.4 VEGF (Vascular Endhotelial Growth Factor) 
Vaskulogenesis adalah perkembangan pembuluh darah pada awal 
perkembangan embrio. Angiogenesis adalah pembentukan, remodeling, dan 
ekspansi pembuluh darah menjadi arteri, vena, dan kapiler pada saat postnatal. 
VEGF adalah protein homodimer 40kD, yang termsauk keluarga glikoprotein, 
yang berperan dalam vaskulogenesis dan angiogenesis (Jussila and Alitalo, 2002). 
VEGF (Vascular Endhotelial Growht Factor) merupakan suatu glikoprotein 
homodimerik di dalam tubuh yang dapat mempengaruhi angiogenesis dan 
vasopermeabilitas. Kemampuannya yang dapat meningkatkan permeabilitas 
mikrovaskular, sehingga awalnya disebut sebagai faktor permeabilitas. VEGF 
merupakan mitogenik khusus untuk sel endotel vascular. Kadar VEGF dalam 
tubuh dapat dideteksi pada plasma dan serum. Kadar VEGF dalam tubuh individu 
sehat berkisar antara 0-115 pg/mL pada plasma dan 62-707 pg/mL pada serum 




















Faktor pertumbuhan VEGF memiliki struktur yang mirip dengan plateletd 
derived growth factor (PDGF) (Samiasih, 2010). Keluarga gen VEGF yang telah 
ditemukan antara lain seperti VEGF A, B,C,D dan E, tetapi VEGF A yang banyak 
berperan. VEGF A bekerja melalui ikatan reseptor VEGFR-1 (Vascular 
Endhotelial Growth Factor Reseptor 1) dan VEGFR-2 (Vascular Endhotelial 
Growth Factor Reseptor 2) untuk menginduksi diferensiasi, proliferasi dan 
migrasi sel endotel (Abdullah dkk, 2009). Faktor pertumbuhan VEGF memiliki 
kemampuan untuk memicu pertumbuhan sel endotel vascular yang berasal dari 
arteri, vena, dan pembuluh limfe serta menginduksi ekspresi protein anti apoptosis 
seperti Bcl-2 pada endotel (Saerang, 2013). Gen VEGF berlokasi pada kromosom 
6p213 dan ekspresinya diatur oleh faktor pertumbuhan seperti reseptor seluler 
(HER-2), onkogen dan gen supresor tumor, estrogen, hipoksia, dan sitokin 
(Abdullah dkk, 2009). 
Kerja VEGF yaitu merangsang protease endothel, merangsang proliferasi dan 
migrasi endotel, dan meningkatkan terbentukanya jaringan mikrovaskuler. VEGF 
juga dapat meningkatkan ketahanan endotel serta menghambat aktivitas apoptosis 
(Basyar dan Sanif, 2014). Menurut Svingen and Koopman (2013) semua organ 
membutuhkan vaskularisasi untuk mengantarkan oksigen, nutrisi, hormon, dan 
membuang hasil akhir metabolisme. Vaskularisasi pada testis dibutuhkan untuk 
suplai darah yang berguna untuk mengatur suhu saat waktu subur. Peran dan 
regulasi dari VEGF dan reseptornya di testis, terutama dalam reproduksi belum 




















patologi yang terlibat dalam pertumbuhan testis dan regresi pada perkawinan 
hewan (Rudolfssonet al., 2004). 
VEGF yang merupakan faktor permeabilitas vaskular (VPF) dan reseptornya 
dapat ditemukan pada testis. Pada pengamatan imunohistokimia VEGF dalam 
testis dapat diamati pada sel leydig dan sel sertoli. Dalam penelitian Papparella et 
al., (2013) mengatakan bahwa VEGF memiliki peran sebagai mitogenik dan 
angiogenik dengan pengaruh permeabilitas dalam kapiler darah. Fungsi VEGF 
dalam saluran reproduksi jantan masih banyak diperdebatkan, namun fungsinya 
pada semen dapat menunjukkan tingkat kesuburan. Produksi VEGF yang 
berlebihan dapat menakan spermatogenesis dengan menghambat proliferasi 
spermatogoni dan menghasilkan aspermatogenesis dan infertilitas. Penelitian 
terbaru menunjukkan bahwa VEGF dapat menyebabkan fosforilasi endhotelial 
sintesis nitrit oksida dan menghasilkan pelepasan nitrit oksida 
phosphatidylinositol3;-kinase-AKT pada sel vascular endotel (Shiraishi, 2008). 
2.5 VEGFR-1 (Vascular Endhotelial Growth Factor Receptor-1) 
Aktivasi sinyal VEGF dipengaruhi oleh membran spesifik pada reseptornya. 
Ikatan VEGF dengan reseptornya menginduksi homodimerisasi dan 
heterodimerisasi reseptor yang akan mengaktifasi aktivitas reseptor kinase, 
reseptor autofosforilasi dan downstream signaling. Sebagai ligan maka VEGF 
akan bekerja bila berikatan dengan reseptornya, yaitu receptor tyrosine kinases 
(RTKs) serta ikatan dengan co-receptor baik heparin sulphate proteoglycans 




















Reseptor VEGF terdiri dari reseptor tirosin kinase dan non tirosin kinase. 
Reseptor tirosin kinase terdiri dari VEGFR-1 / Flt-1, VEGFR-2 / Flk-1, dan 
VEGFR-3 / Flt-4. Reseptor non tirosin kinase atau co-receptor terdiri dari 
neuropilin-1 (Nrp-1) dan neuropilin-2 (Nrp-2).Ikatan VEGF dengan VEGFR 
mengakibatkan dimerisasi dan aktivasi tirosin kinase. Aktivasi ini memulai proses 
transduksi sinyal sel (Dai and Rabie, 2007). 
VEGR-1 atau fms-like tyrosine kinase receptor-1 (Flt-1) adalah protein 
transmembran 180kDa, yang terdapat di endotel vaskuler, dimana berperan dalam 
sinyal transduksi selama vaskulogenesis dana ngiogenesis. VEGFR-1 berikatan 
dengan VEGF-A, VEGF-B, dan PIGF (Dai and Rabie, 2007). VEGFR-1 
(Vascular Endothelial Growth Factor Reseptor-1) adalah keluarga dari VEGFR 
(Vascular Endothelial Growth Factor Receptor) yang mengikat VEGF-A, VEGF-
B, PIGF. VEGFR-1 memainkan peran negative dalam angiogenesis pada 
embriogenesis. VEGFR-1 tidak hanya diekspresikan pada sel endotel tapi juga 
pada makrofag, dan mempromosikan fungsi makrofag, penyakit inflamasi, 
metastasis kanker dan aterosklerosis melalui aktivitas kinase (Shibuya, 2006). 
VEGF dan reseptornya VEGFR-1 (Flt-1) sangat penting dalam regulasi dan 
memainkan peran penting dalam fisiologis vaskularisasi dan angiogenesis. Pada 
testis yang normal ditemukan VEGF pada sel sertoli dan sel leydig, namun tidak 
dalam pembuluh darah. VEGFR-1 banyak ditemukan pada sel sertoli, sel leydig, 
sel perivaskular dan juga sel endotel. Reseptor VEGF berbeda pada setiap sel, 






















Organ utama dari sistem reproduksi jantan adalah testis (Gambar 2.3). 
Berada dalam kantung skrotum. Testis bertangungjawab atas steroidogenesis dan 
spermatogenesis dalam pertumbuhan sel-sel germinal haploid. Fungsi tersebut 
terjadi pada sel-sel leydig dan tempat pembentukan sperma tubulus seminiferus. 
Pada bagian luar berbentuk convex dan licin. Testis dilindungi oleh tunica 
vaginalis propina yang di dalamnya terdapat ductus epididimis dan ductus 
deferens. Di dalam tubulus mengandung sel leydig berfungsi menghasilkan 
hormon testosteron. Tubulus seminiferus contorti menuju ke tubulus seminiferus 
rectus yang akan membentuk rete testis dan akan menyalurkan spermatozoa ke 
ductus epididimis (Fox, 2002). 
 























Diantara tubulus seminiferus di dalam testis terdapat sel leydig yang 
merupakan sel interstitial berfungsi untuk mensekresikan hormon testosteron ke 
dalam pembuluh darah. Selain sel germinal, di dalam tubulus seminiferus juga 
terdapat sel sertoli. Sel ini berperan secara metabolik dan struktural untuk 
menjaga spermatozoa yang sedang berkembang juga memfagosit sitoplasma 
spermatid yang telah dikeluarkan. Sel sertoli mensekresikan Androgen Binding 
Protein (ABP), inhibin, dan Mullerin Inhibiting Substance (MIS). Sel sertoli 
mengandung aromatase, enzim yang berperan dalam perubahan androgen menjadi 
estrogen (Faranita, 2009). 
Sel sertoli dalam tubulus seminiferus mampu mempertahankan ketersediaan 
nutrisi selama berlangsungnya spermatogenesis. Sel sertoli yang berfungsi sebagai 
Blood tester barrier, penghasil hormon inhibin dan aromatisasi hormon 
testosteron menjadi estradiol 17β (estrogen). Dasar sel sertoli menempel pada 
membran basalis dan menjulur menuju lumen tubulus seminiferus. Sel sertoli 
memanjang dengan inti sel berbentuk oval, di dalamnya berisi satu atau banyak 
nukleolus, satu bagian bersifat eosinofilik dan atau bagian lainnya bersifat 
basofilik (Gambar 2.4) (Susilawati, 2011). 
Sel leydig memiliki nukleus yang berbentuk bulat, ukuran besar dan 
sitoplasma eosinofilik serta memiliki satu atau lebih nukleolus yang berisi granula 
kasar. Jumlah sel leydig sebelum dan sesudah pubertas bertambah akibat dua 
mitosis. Perkembangan sel leydig yaitu : 1) diawali proliferasi sel precursor, 2) 
diferensiasi sel precursor menjadi sel progenitor, 3) diferensiasi sel progrenitor 




















leydig dewasa. Sel leydig berfungsi menghasilkan hormon testosteron yang selain 
berfungsi untuk proses spermatogenesis juga berfungsi untuk pematangan 
spermatozoa dalam epididimis dan meningkatkan libido untuk mengkawini betina 
(Susilawati, 2011). 
 
Gambar 2.4 Penampang histologi Sel Leydig dan Sel Sertoli (Hill, 2011). 
 
2.6.1 Spermatogenesis 
Spermatozoa atau sering juga disebut dengan sperm cell merupakan sel 
haploid (n) yang dibentuk di dalam tubulus seminiferus dari gamet jantan 
melalui proses kompleks yang disebut spermatogenesis. Spermatozoa 
merupakan hasil perkembangan dari sel germinal yang berada di testis, 
dikeluarkan dari tubuh organisme jantan dalam bentuk semen (spermatozoa 
dan plasma semen). Spermatogenesis adalah proses pembelahan dan 
perkembangan spermatogonia (germ cell) membentuk spermatozoa yang 
terjadi di dalam tubulus seminiferus testis. Sel germinal merupakan sel induk 




















terletak di bagian dasar tubulus seminiferus (spermatogonia) yang akan 
berkembang menjadi spermatosit, semua terletak di lapisan epitel 
spermatogenik dalam tubulus seminiferus. Proses spermatogenesis dibagi 
menjadi dua tahap, yaitu spermatositogenesis dan spermiogenesis. 
Spermatositogenesis adalah perubahan spermatogonia menjadi spermatid. 
Spermatogonia merupakan sel bakal spermatozoa, terletak pada membran 
basal epitel tubulus seminiferus, dengan ciri-ciri vesikular dengan membran 
inti yang jelas. Spermatogonia memperbanyak diri (proliferasi) secara 
kontinyu melalui proses mitosis, menghasilkan spermatogonia dalam jumlah 
besar (Gambar 2.5).  
 





















Spermatogonia berhenti berproliferasi, kemudian mengalami 
differensiasi dengan membelah secara mitosis menjadi spermatosit primer. 
Setiap spermatosit primer bergerak ke dalam dari epitel spermatogenik dalam 
tubulus seminiferus. Sel ini mengandung kromosom diploid berkembang 
menjadi sel yang berukuran paling besar dari seluruh sel spermatogenik. 
Selanjutnya, terjadi duplikasi DNA dan mengalami pembelahan meiosis I 
sehingga menghasilkan spermatosit sekunder. Pada pembelahan ini 
menghasilkan variasi genetik, seperti pemisahan secara random kromosom 
induk dan cross over kromosom, meningkatnya variasi genetik gamet. 
Kemudian spermatosit sekunder membelah lagi melalui proses meiosis II 
untuk menghasilkan empat sel spermatid yang mengandung kromosom 
haploid (Hayati, 2010). 
2.6.2 Peran Hormon pada Spermatogenesis 
Proses pembentukan sperma dipengaruhi oleh hormon-hormon yang 
dihasilkan oleh organ hipotalamus, hipofisis dan testis sendiri. Testis 
memproduksi hormon jantan yang disebut androgen, yang paling poten dari 
androgen adalah testosteron. Fungsi dari hormon testosteron adalah 
merangsang pendewasaan spermatozoa yang terbentuk di dalam tubulus 
seminiferus, merangsang pertumbuhan kelenjar-kelenjar asesorius, dan 
merangsang sifat jantan (Hutasuhut, 2014). 
Spermatogenesis dan pematangan sperma sewaktu bergerak di 
sepanjang epididimis dan vas deferens memerlukan hormon androgen. 




















seminalis serta kelenjar prostat. Spermatogenesis hampir seluruhnya terjadi di 
bawah pengaruh hormon-hormon yang berasal dari hipofisa, terutama FSH. 
Spermiogenesis adalah lanjutan spermatogenesis yang berlangsung di bawah 
peranan LH dan hormon testosteron. Tanpa hormon testosteron, spermatozoa 
tidak dapat mencapai pendewasaan yang baik.  
Aksi FSH pada spermatogenesis diduga diperantarai oleh sel sertoli, 
karena hormon peptida tidak dapat secara langsung mencapai spermatosit dan 
spermatid karena barier darah testis yang terbentuk selama 16-19 hari setelah 
dilahirkan. Adanya reseptor androgen pada sel germinal masih kontroversial, 
sementara ini reseptor tersebut telah ditemukan dalam sel leydig, sel 
peritubular, sel sertoli dan lapisan otot pembuluh darah pada sebagian arteri 
dalam testis tikus. Hal ini menunjukkan bahwa peran testosteron pada 
spermatogenesis ialah pada mediasi terakhir. Salah satu peran sel sertoli 
adalah memproduksi protein-pegikat androgen, yang dirangsang oleh FSH 
dan hormon testosteron (Krinke, 2000). 
Kadar hormon tersebut selalu pada critikal range yang dikontrol oleh 
feed back mekanisme. Feed back mekanisme dalam mengatur hubungan 
tersebut terbagi menjadi: 1) Long Feed Back Loop yang merupakan hubungan 
timbal balik antara steroid gonad, sekresi gonadotropin dan sekresi GnRH, 2) 
Short Feed Back Loop yang merupakan hubungan negatif gonadotropin 
terhadap sekresi gonadotropin hipofise  melalui  hambatan pada GnRH 




















Testosteron merupakan hormon golongan steroid yang berikatan 
dengan reseptor intrasel yang disebut sebagai Androgen Receptor (AR) dan 
menyebabkan perubahan pada reseptor berupa gabungan hormon reseptor, 
kemudian gabungan ini berkaitan dengan daerah spesifik pada kromatin sel, 
yang kemudian menghasilkan sejumlah aktivitas pada sel tersebut berupa 
transkripsi, translasi dan replikasi. Pada penurunan kadar hormon androgen 
dari kadar normal sampai nol, terjadi peningkatan dari AR mRNA pada 
sejumlah jaringan, namun demikian jumlah AR tidak meningkat secara 
bermakna dikarenakan waktu paruh dari AR tersebut menurun seiring dengan 
penurunan konsentrasi kadar androgen. Peningkatan kadar hormon androgen 
dari normal hingga kadar suprafisiologis menunjukkan jumlah AR yang 
meningkat pada sejumlah jaringan, peningkatan ini diduga karena 
peningkatan waktu paruh dari AR sebagai akibat peningkatan kadar hormon 
androgen (Tjipto, 2010). 
1.6.3 Gangguan Reproduksi Hewan Usia Tua 
Penuaan adalah perubahan secara ireversibel dari waktu ke waktu 
pada semua organisme eukariotik, sel molekul, jaringan, organ, dan sistem 
reproduksi juga mengalami penurunan kapasitas. Dalam penuaan juga 
terdapat perubahan struktural dan fungsi dalam sistem reproduksi jantan, 
antara lain (Gunes et al., 2016) : 
1. Efek penuaan pada organ seksual 
Pada saat kondisi tua, terjadi perubahan volume pada testis yang 




















hormon testosteron. Penurunan jumlah sel leydig yang bekerja pada 
umpan balik dan menyebabkan peningkatan sekresi gonadotropin. 
Peningkatan gonadotropin yang terkait usia terutama disebabkan oleh 
kegagalan testis primer. Pada proses penuaan terjadi penurunan sel sertoli, 
sel germinal, lipatan epitel pada tunika propia tubulus seminiferus 
menurun, vaskularisasi testis berkurang, sehingga terjadi penyempitan 
pada tubulus seminiferus. 
2. Efek penuaan pada parameter semen 
Parameter semen berubah dengan seiring bertambahnya usia, mulai dari 
produksi sperma setiap hari, jumlah sperma total, dan viabilitas sperma 
secara negative berkolerasi dengan usia. Produksi sperma setiap hari 
menurun lebih dari 30% pada pria berusia di atas 50 tahun. Parameter 
semen yang diukur yaitu volume air mani, konsentrasi sperma, motilitas 
sperma dan morfologi sperma, dan satu parameter turunan yaitu jumlah 
total sperma. 
3. Efek penuaan pada sistem endokrin 
Hypothalamic pituitary gonadal pada jantan memiliki fungsi 
mengendalikan pelepasan hormon seksual dan untuk memastikan 
pembentukan dan pematangan sel spermatogenik. HPG ini disusun oleh 
hipotalamus, hipofisis anterior, dan testis. GnRH yang dikeluarkan dari 
hipotalamus mencapai kelenjar pituitari anterior melalui sistem portal 
hipofisa dan merangsang sekresi hormone LH (Luteinizing Hormone) dan 




















gonadotropik. LH menginduksi produksi hormon testosteron oleh sel 
leydig, sedangkan sel sertoli untuk mensekresikan ABP (Androgen 
Binding Protein) dan menghambat perkembangan spermatogenensis. 
Tingkat hormon testosteron menurun seiring bertambahnya usia akibat 
penurunan jumlah sel leydig, kemunduran perfusi testis, dan gangguan 





















BAB 3 KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN 
 
















Tikus putih (Rattus 
norvegicus) Usia Tua 




  : Variabel bebas 
 
  : Variabel tergantung 
 
    : Kondisi tua 
 
    : Efek pemberian  ekstrak 


























 Penuaan adalah suatu keadaan fisiologis tubuh yang akan dialami semua 
makhluk hidup. Penggunaan tikus putih (Rattus norvegicus) galur Sprague 
Dawley jantan usia tua yaitu 2 tahun karena masa aktif produksi tikus hingga 
umur 1 tahun sehingga mengalami penurunan hormon testosteron, growth 
hormon, dan hormon estrogen. Penurunan hormon testosteron akan menurunkan 
produksi hormon estrogen, karena hormon testosteron akan dirubah menjadi 
estrogen melalui proses aromatisasi oleh enzim aromatase di sel sertoli yang 
merupakan hasil steroidogenesis. Hormon estrogen memilki peran penting dalam 
perkembangan dan menjaga fungsi reproduksi serta fertilitas pria. Hormon 
estrogen dapat bekerja setelah berikatan dengan reseptor. Reseptor dari Estrogen 
yaitu estrogen α dan β (ER-α dan ER-β), sehingga penurunan hormon estrogen 
mengakibatkan penurunan ekspresi estrogen reseptor α dan β. Reseptor estrogen α 
dan β merupakan faktor mediasi dari estrogen untuk mengaktivasi VEGF 
(Vascular Endothelial Growth Factor) dan reseptornya VEGFR-1 (Vascular 
Endothelial Growth Factor Receptor-1) yang berakibat terjadinya kegagalan 
pembentukan pembuluh darah baru. 
 VEGF pada sel endothelial sel leydig dan sel sertoli mempunyai fungsi 
biologis untuk mengikat VEGFR-1. VEGF dan VEGFR-1 merupakan faktor 
permeabilitas yang dapat mengantarkan oksigen, hormon, dan nutrisi pada 
jaringan, namun pada saat kondisi tua vaskularisasi akan menurun sehingga akan 
menghambat asupan hormon dan untuk menutrisi sel sertoli pada proses 
pembentukan spermatozoa. Sel leydig terdapat diantara tubulus seminiferus yang 




















leydig dapat menyebabkan sperma berkurang hingga 50% dan hormon testosteron 
juga mengalami penurunan. Menurut Caireset al (2009), VEGF dalam testis 
mempunyai peranan mempertahankan kelangsungan hidup sel-sel germinal pada 
proses pembentukan spermatozoa, dan menjaga kesuburan. 
 Produksi VEGF oleh sel endothel diperlukan untuk membentukan 
pembuluh darah baru. Namun ketika ekspresi VEGF dan VEGFR-1 menurun 
maka akan berakibat pada hambatan transfer hormon testosteron untuk sel sertoli 
member nutrisi pada sel-sel germinal melalui komplek junction. VEGF 
merupakan faktor potensial angiogenesis yang pertama digambarkan pada faktor 
pertumbuhan yang esensial untuk sel endotel vaskuler. VEGFR-1 merupakan 
sinyal kunci untuk angiogenesis yang terdeteksi ekspresinya di semua sel endotel 
dan mengikat kerja dari VEGF. 
 Ekstrak etanol tanaman pegagan (Centella asiatica) merupakan tanaman 
liar di sekitar perkebunan dan sawah yang terbukti memiliki kandungan fitosterol 
yang merupakan sterol pada tumbuhan, sedangkan pada hewan disebut estrogen. 
Senyawa fitosterol merupakan prekursor steroid dan mempengaruhi sel leydig 
untuk meproduksi hormon testosteron. Fitosterol merupakan kandungan tanaman 
pegagan yang memiliki fungsi profertilitas sehingga dapat meningkatkan jumlah 
sel-sel spermatogonia selama proses spermatogenesis dan produksi hormon 
testosteron oleh sel leydig. Hormon testosteron berfungsi untuk pematangan akhir 
spermatozoa. Sehingga pemberian fitosterol tanaman pegagan dapat 





















3.2 Hipotesis Penelitian  
Berdasarkan kerangka konsep yang telah diuraikan didapatkan hipotesa 
penelitian sebagai berikut : 
1. Pemberian ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) dapat meningkatkan 
kadar VEGF pada jaringan interstitial testis tikus putih (Rattus 
norvegicus) usia tua. 
2. Pemberian ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) dapat meningkatkan 
kadar VEGFR-1 pada jaringan interstitial testis tikus putih (Rattus 





















BAB 4 METODOLOGI PENELITIAN 
 
4.1 Waktu dan Tempat Penelitian 
Penelitian dilakukan pada bulan Juni 2017 hingga bulan Oktober 2017. 
Dengan uraian tempat pelaksanaan penelitian sebagai berikut : 
a. Proses ekstrasi tanaman pegagan (Centella asiatica) dilakukan di Materia 
Medica, Batu. 
b. Pemeliharaan hewan coba dilakukan di Laboratorium Farmakologi 
Fakultas Kedokteran Universias Brawijaya, Malang. 
c. Pengoleksian sampel dan pewarnaan immunohistokimia dan pembacaan 
ekspresi VEGF dan VEGFR-1 dilakukan di Laboratorium Biokimia 
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya, Malang. 
d. Pembuatan preparat histologi di Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas 
Kedokteran Universitas Brawijaya, Malang. 
4.2 Alat dan Bahan Penelitian 
4.2.1 Alat Penelitian 
Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain kandang 
pemeliharaan hewan coba, tempat makan dan minum tikus, sonde lambung, 
cawan petri, gelas objek, cover glass, tabung reaksi, refrigerator, 
sentrifugator, pipet tetes, gelas ukur, maserator, vacum drying, mikrotom, 






















4.2.2 Bahan Penelitian 
Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain 20 ekor 
tikus putih jatan strain Sprague Dawley seberat 300 gram usia 2 tahun, 
tanaman pegagan (Centella asiatica), alkohol 70%, 80%, 90%. 95%, NaCl 
fisiologis, aquades, serbu simplisia, etanol 70%, letichin, ekstrak pegagan, 
aqua bebas CO2, PFA 4%, alkohol, xylol, PBS, antibodi primer VEGF dan 
VEGFR-1, peroxidase, DAB (Diaminobenzidine), Mayer’s Hematoxylin. 
4.3 Tahapan Penelitian 
4.3.1 Rancangan Penelitian 
Penelitian ini bersifat eksperimental post test control design only 
menggunakan desain Rancangan Acak Lengkap (RAL). Kelompok penelitian 
dibagi menjadi 4 yaitu kelompok kontrol (K) tikus usia tua, kelompok 
perlakuan 1 (P1) tikus tua dengan dosis 100mg/kg BB, kelompok perlakuan 2 
(P2) tikus tua dengan dosis 200mg/kg BB, dan kelompok perlakuan 3 (P3) 
tikus tua dengan dosis 300mg/kg BB pada Tabel 4.1 : 




1 2 3 4 5 
(K) = tikus usia tua yang hanya diberikan 
 pakan dan minum 
     
(P1) = tikus usia tua diberi ekstrakpegagan
 dengan dosis 100mg/kg BB 
     
(P2) = tikus usia tua diberi ekstrak pegagan 
 dengan dosis dosis 200 mg/kg BB 
     
(P3) = tikus usia tua diberi ekstrak pegagan 
 dengan dosis dosis 300 mg/kg BB 






















4.3.2 Sampel Penelitian 
Hewan model menggunakan tikus (Rattus norvegicus) jantan strain 
Sprague Dawley usia 2 tahun dengan BB awal 300 g yang terdiri dari 4 
kelompok perlakuan. Estimasi besar sampel dihitung berdasarkan rumus 
Federer (Kusriningrum, 2008) : 
t (n-1) ≥ 15    
4 (n-1) ≥ 15    
4n - 5 ≥ 15    
4n ≥ 20 
n ≥ 5 
Keterangan : 
t = jumlah kelompok 
n = jumlah ulangan yang diperlukan 
Berdasarkan perhitungan diatas, maka untuk empat kelompok perlakuan 
diperlukan jumlah ulangan paling sedikit lima kali dalam setiap kelompok. 
Penelitian ini menggunakan 20 ekor hewan coba. Hewan coba diadaptasi 
selama tujuh hari dengan pemberian pakan dan minum ad libitum. 
4.3.3 Variabel Penelitian 
Variabel bebas  : Dosis Ekstrak Centella asiatica 
Variabel tergantung : Ekspresi VEGF dan VEGFR-1 interstitial sel 
jaringan testis tikus 
Variabel kontrol : Jenis kelamin, berat badan, umur, pakan, minum 




















4.3.4 Pembuatan Ekstrak Etanol Tanaman Pegagan (Cantella asiatica) 
Phytosome ekstrak tanaman pegagan pada penelitian ini dibuat dengan 
cara membentuk ekstrak terlebih dahulu. Serbuk simplisia sebanyak 400 mg 
ditambahkan etanol 70% sebanyak 500 mL untuk 100 mg, dicampur dalam 
maserator dengan pengadukan pelan selama 30 menit pada awal perendaman. 
Campuran disimpan selama 24 jam dengan sering dilakukan proses 
remaserasi. Filtrat disaring dan diuapkan dengan rotary evaporator dengan 
suhu sebesar 30ᵒC (Adianingsih et al., 2013; Pramono dan Ajiastuti, 2004).  
Ekstrak tanaman pegagan kemudian dibuat bentuk phytosome dengan 
metode sonikasi (mencampur letichin, etanol70%, ekstrak tanaman pegagan) 
lalu disriter ± 3 jam dengan magnetig striter 2000rpm. Dilakukan penguapan 
pelarut dengan rotary evaporator kemudian dihidrasi dengan aqua bebas CO2 
(Acharya, 2011; Adianingsih et al., 2013). 
4.3.5 Pemberian Ekstrak Etanol Tanaman Pegagan (Cantella asiatica) 
Pemberian ekstrak etanol tanaman pegagan menggunakan dosis 
bertingkat sesuai (Gohil et al., 2010), yaitu 100 mg/kg BB, 200 mg/kg BB, 
dan 300 mg/kg BB sesuai masing-masing kelompok perlakuan. Pemberian 
dilakukan secara per oral menggunakan sonde lambung selama 21 hari. 
4.3.6 Pengambilan Sampel Organ Testis 
Pengambilan organ testis dilakukan pada kelompok kontrol,  perlakuan 
1, perlakuan 2, dan perlakuan 3 dilakukan pada hari ke 22 setelah pemberian 
ekstrak etanol tanaman pegagan. Pada akhir penelitian dilakukan euthanasia 




















dorsal pada papan pembedahan. Pembedahan dilakukan dengan membuka 
muskulus sepanjang abdomen sampai bawah dagu kemudian testis diambil 
dari scrotum di daerah prepubis dilanjutkan dengan memotong testis 
kemudian diisolasi. Organ testis lalu dibilas dengan NaCl fisiologis pada 
cawan petri dan direndam. Kemudian organ testis dimasukkan dalam larutan 
formaldehide (PFA) 4% (Irawan dkk., 2012). 
4.3.7 Analisis Ekspresi VEGF dan VEGFR-1 pada Jaringan Testis 
dengan Metode Immunohistokimia 
Setelah hewan dinekropsi kemudian organ testis diambil lalu dicuci 
dengan 0,9% NaCl fisiologis, dimasukkan dalam larutan formaldehide (PFA) 
selama 24 jam. Setelah testis terfiksasi, larutan diganti dengan alkohol 70% 
yang dikenal sebagai “stopping point” dengan pengertian jaringan dapat 
disimpan lama pada larutan ini. Proses penarikan air dari jaringan (dehidrasi) 
dilakukan menggunakan alkohol dengan konsentrasi bertingkat mulai 80% 
sampai dengan 100% dan dijernihkan dengan xylol (clearing) sebelum 
akhirnya ditanam dalam parafin (embedding). Jaringan dalam blok parafin 
disayat secara serial meggunakan mikrotom rotary dengan ketebalan 5µm 
dilekatkan pada gelas obyek yang telah dilapisi dengan alkohol 70% atau 
0,2% Neofren dalam toluene, kemudian disimpan dalam inkubator 40ᵒC 
selama 24 jam. Sediaan kemudian diwarnai secara IHK (imunohostokimia)                       





















Menurut Samson and Unitily (2014), pewarnaan imunohistokimia 
memiliki 3 tahapan yang harus dilakukan, yaitu preparasi gelas obyek yang 
digunakan untuk penempelan preparat atau sediaan histologis, pembuatan 
neufren (agen penempel) untuk membantu proses afixing preparat ke gelas 
obyek dan prosedur pewarnaan imunohistokimia itu sendiri. Pewarnaan 
imunohistokimia meliputi beberapa tahap preparasi, antara lain preparasi 
gelas obyek, pelapisan (coating) gelas obyek dengan neufron (agen 
penempelan), penempelan preparat irisan pada gelas obyek dan prosedur 
pewarnaan imunohistokimia yaitu dengan memilih preparat irisan yang paling 
bagus, kemudian dilakukan perlakuan sesuai prosedur berikut ini : 
1. Deparafinasi (xylol III, II, I). Merupakan suatu proses menghilangkan 
parafin yang terdapat di dalam jaringan. Proses ini dimaksudkan untuk 
mempermudah proses masuknya zat warna ke dalam jaringan. Caranya 
yaitu preparat dimasukkan ke dalam xylol bertingkat I sampai III masing-
masing selama lima menit. 
2. Rehidrasi (alkohol absolute III, II, I – 95%, 90%, 85%, 80%, 70%), 
DW/milique (MQ) selama 10-15 menit. 
3. Penghilangan peroksidase endogen (jika terlambat hasilnya positif 
semua) dengan menggunakan substrat metanol (dicampur sesaat sebelum 
gelas obyek dimasukkan) dengan cara dicelup dan dibiarkan selama 15 
menit. 
4. Dilakukan pencucian dengan menggunakan mikropipet: (a) DW/MQ 




















menggunakan (b) PBS (phospat buffer saline) sebanyak 100 µL selama 
5-10 menit (2x). 
5. Permukaan sediaan di sekitar jaringan dikeringkan menggunakan kertas 
tisu dengan tetap menjaga jaringan untuk tidak kering, kemudian dibuat 
lingkaran pembatas di sekitar jaringan dengan menggunakan 
hydrophobic marker. Sediaan selanjutnya disejajarkan secara mendatar 
dalam PBS (agar memblok antigen/Ag non spesifik dan tidak 
mengacaukan reaksi), kotak kemudian ditutup rapat dan diinkubasi pada 
suhu 37ᵒC selama 30-60 menit.  
6. Dicuci dengan PBS (100 µL) selama 5 menit (3x). 
7. Diberi antibodi/Ab primer VEGF dan VEGFR-1 diinkubasi dalam 
refigator suhu 4ᵒC selama 1 malam. Penggunaan Ab primer tersebut 
disesuaikan dengan senyawa atau bahan bioaktif yang akan dideteksi. 
8. Dicuci lagi menggunakan PBS (100 µL) selama 10 menit (3x). 
9. Diberi antibodi/Ab sekunder yaitu universal antibodi sekunder sebanyak 
35-40 µL per preparat dan diinkubasi pada suhu 37ᵒC selama 30-60 
menit (tahap ini berlangsung dalam suasana gelap, tidak boleh ada 
cahaya). 
10.  Dicuci dengan PBS (100 µL) selama 5 menit (3x). 
11. Visualisasi dilakukan dengan menggunakan: DAB (3,3-
diaminobenzidine) sebanyak 10 mg dalam tris buffer (50 cc) yang 




















sebelum preparat dimasukkan dan kemudian ditutup (gelap) selama 25 
menit. Bahan bioaktif yang terdeteksi akan terwarnai coklat. 
12. Dicuci atau dimasukkan dalam DW/MQ (stopping point) selama 10-15 
menit. 
13. Counterstain dengan Hematoxylin-DW/MQ (optional). 
14. Dehidrasi (70%, 80%, 85%, 90%, dan 95%) bagian bawah gelas obyek 
dilap tisu (untuk menghindari terjadinya pengenceran), dilanjutkan ke 
alkohol absolut I, II, III, bagian bawah gelas obyek dilap dengan tisu lagi, 
clearing (xylol I, II, III) dan mounting. Selanjutnya sediaan histologis 
siap diamati di bawah mikroskop, direkam dengan menggunakan foto 
digital sebanyak 20x lapang pandang meggunakan perbesaran 1000x dan 
dihitung manual. 
4.3.8 Analisa Data 
Analisa data yang digunakan dalam penelitian ini adalah analisa data 
kuantitatif untuk mengetahui ekspresi VEGF dan ekspresi VEGFR-1 yang 
diamati menggunakan mikroskop cahaya. Data ekspresi VEGF dan ekspresi 
VEGFR-1 dianalisis menggunakan One Way ANOVA pada software SPSS dan 





















BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
5.1 Potensi Ekstrak Etanol Tanaman Pegagan (Centella asiatica) Terhadap 
Ekspresi VEGF Jaringan Interstitial Testis Tikus Putih (Rattus 
norvegicus) Usia Tua 
Potensi ekstrak etanol tanaman pegagan terhadap ekspresi VEGF pada 
jaringan testis tikus putih usia tua dapat diamati menggunakan metode 
imunohistokimia. Hasil gambaran imunohistokimia dari ekspresi VEGF ditandai 
dengan adanya warna coklat pada sitoplasma sel. Pengamatan dilakukan 
menggunakan mikroskop perbesaran 1000 dengan 20 kali lapang pandang pada 
area interstitial testis. 
Ekspresi VEGF pada jaringan testis hewan coba kontrol positif mengalami 
penurun pada keadaan tua, ditandai dengan sedikitnya area yang terwarnai coklat 
Gambar 5.1.A. Penurunan ekspresi VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) 
disebabkan terjadinya penurunan produksi hormon estrogen karena ERE 
(Estrogen Reseptor Elemen) merupakan salah satu faktor transkripsi pembentuk 
mRNA VEGF (Jehnara dkk., 2014). Pada Gambar 5.1.B ekstrak etanol tanaman 
pegagan dengan dosis 100 mg/kg BB, Gambar 5.1.C ekstrak etanol tanaman 
pegagan  dengan dosis 200 mg/kg BB, Gambar 5.1.D ekstrak etanol tanaman 
pegagan  dengan dosis 300 mg/kg BB intensitas penyebaran warna coklat pada 
ekstraseluler di daerah interstitial sel tampak lebih banyak terekspresi 
dibandingkan Gambar 5.1.A kontrol positif. Hal tersebut dikarenakan terjadi 




















yang merupakan agen penting dalam vaskularisasi pada jaringan testis yang 




Gambar 5.1 Hasil Imunohistokimia  VEGF Jaringan Interstitial Testis  
(Dokumentasi Pribadi). 
A = Kontrol Positif (tikus tua), 
B = Perlakuan 1 (pemberian ekstrak etanol pegagan 100 mg/kgBB), 
C = Perlakuan 2 (pemberian ekstrak etanol pegagan 200 mg/kgBB), 
D = Perlakuan 3 (pemberian ekstrak etanol pegagan 300 mg/kgBB), 
 
Keterangan :      Ekspresi VEGF 
 Sel Leydig 
 
Hasil akumulasi ekspresi VEGF dianalisis secara statistika menggunakan 
ANOVA dan menunjukkan adanya perbedaan signifikan (p<0,05) diantara 
perlakuan. Kelompok kontrol tikus tua yang tidak diberi perlakuan memiliki rata-
rata ekspresi VEGF lebih sedikit dibandingkan dengan kelompok perlakuan 1, 
kelompok perlakuan 2, dan kelompok perlakuan 3. Ekstrak etanol tanaman 
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pegagan (Centella asiatica) dapat meningkatkan ekspresi VEGF pada tikus tua 
yang ditunjukkan dengan perbedaan secara signifikan (P<0,05) (Tabel 5.1). 
Tabel 5.1 Ekspresi VEGF pada Jaringan Interstitial Testis Tikus Tua Pasca Terapi 
dengan Ekstrak  Etanol Tanaman Pegagan 
Kelompok Rata-rata Ekspresi VEGF ± SD 
(sel) 
Kontrol    7.8 ± 1.3
a 
Dosis 1 (100 mg/kg BB) 25.0 ± 2.0
b 
Dosis 2 (200 mg/kg BB)              59.8 ± 2.3
d 
Dosis 3 (300 mg/kg BB) 34.2 ± 0.8
c 
Keterangan : Notasi a, b, c, dan d menunjukkan adanya perbedaan yang 
signifikan (P <0,05) antar perlakuan. 
 
Dari hasil penelitian, dapat diketahui rata-rata ekspresi VEGF tertinggi pada 
perlakuan pemberian ekstrak etanol tanaman pegagan (Centella asiatica) dengan 
perlakuan 2 dosis 200 mg/kg BB yakni sebesar (59.8 ± 2.3 sel). Dosis pada 
kelompok perlakuan 2 merupakan dosis optimum untuk terapi ekstrak etanol 
tanaman pegagan (Centella asiatica). Pada kelompok perlakuan 1 dosis 100 
mg/kg BB kurang optimum karena ekspresi VEGF masih terekspresi sedikit dan 
menyerupai perlakuan kontrol. Sedangkan pada kelompok perlakuan 3 dosis 300 
mg/kg BB terjadi penurunan ekspresi VEGF karena dosis yang tinggi dapat 
menjadikan ekstrak tanaman pegagan (Centella asiatica) bersifat anti androgenik 






















Pada Tabel 5.1 uji One Way ANOVA menunjukkan terdapat perbedaan yang 
signifikan (P<0,05) antar perlakuan dan ekstrak tanaman pegagan (Centella 
asiatica) dapat meningkatkan ekspresi VEGF melalui produski estrogen 
(Lampiran 8). Hasil uji Tukey menunjukkan kelompok perlakuan ekstrak etanol 
tanaman pegagan (Centella asiatica) memiliki perbedaan yang nyata dengan 
kontrol yang ditandai dengan perbedaan notasi (Tabel 5.1). Pada tabel terlihat 
bahwa ekspresi VEGF pada kelompok kontrol (Tikus tua tanpa diberi perlakuan) 
berbeda signifikan pada setiap Kelompok Perlakuan. Pada kelompok perlakuan 1, 
perlakuan 2 dan perlakuan 3 dapat dilihat pada Tabel 5.1 bahwa terjadi perbedaan 
signifikan (P < 0,05) jika dibandingkan kontrol (Tikus tua tanpa diberi perlakuan), 
hal ini menunjukkan bahwa pemberian ekstrak etanol tanaman pegagan (Centella 
asiatica) mampu meningkatkan ekspresi VEGF dibandingkan dengan kelompok 
(Tikus tua tanpa diberi perlakuan). Namun pada kelompok perlakuan 2 memiliki 
notasi yang berbeda signifikan terhadap kelompok (Tikus tua tanpa diberi 
perlakuan), hal ini menunjukkan bahwa ekstrak etanol tanaman pegagan (Centella 
asiatica) mampu meningkatkan ekspresi dari VEGF, sehingga kelompok 
perlakuan 2 memiliki dosis yang optimum untuk terapi yaitu 200 mg/kg BB. 
Kelompok tikus kontrol (Tikus tua tanpa diberi perlakuan) merupakan rata-
rata paling rendah dibandingkan kelompok perlakuan lain yaitu sebesar (7.8 ± 1.3 
sel). Penurunan yang signifikan ini dikarenakan tikus yang berusia tua, sehingga 
dapat menurunkan ekspresi VEGF. Penurunan VEGF pada testis dikarenakan 
pada tikus usia tua mengalami penurunan produksi hormon estrogen. Estrogen 




















Estrogen dapat bekerja setelah berikatan dengan reseptor. Reseptor α dan β (ER-α 
dan ER-β) merupakan reseptor estrogen. Peranan reseptor estrogen α dan β 
merupakan faktor mediasi dari estrogen untuk mengaktivasi VEGF (Vascular 
Endothelial Growth Factor) (Cross et al., 2003). VEGF merupakan faktor penting 
dalam angiogenesis yang dapat mengatur fungsi fisiologis dan patologis di dalam 
testis.  
Penelitian menunjukkan hasil bahwa pemberian ekstrak etanol tanaman 
pegagan dapat meningkatkan produksi hormon estrogen dalam tubuh yang 
berhubungan dengan peningkatan ekspresi VEGF. Hal ini sesuai dengan 
penelitian (Nugroho dkk, 2016) pada mentimun, flavonoid quercetin dapat 
membantu proses angiogenesis dengan merangsang Hipoxia Inducible Factor-1 
(HIF-1) yang kemudian menginduksi Vascular Endothelial Growth Factor 
(VEGF) sehingga dapat mempercepat proses angiogenesis. Sedangkan saponin 
dapat menstimulasi angiogenesis dengan meningkatkan produksi Vascular 
Endothelial Growth Factor (VEGF). VEGF juga berperan untuk menginduksi 
migrasi dan pertunasan sel endotel dalam pembentukan pembuluh darah baru 
melalui pengaturan beberapa reseptor integrin sel endotel (Destri dkk., 2017). 
Setelah pemberian ekstrak etanol tanaman pegagan (Centella asiatica) dalam 
tiga dosis yang berbeda menunjukkan peningkatan ekspresi VEGF dibandingkan 
tikus putih usia tanpa perlakuan pemberian ekstrak etanol tanaman pegagan 
(Centella asiatica). Perbandingan antara ekspresi VEGF pada jaringan interstitial 
testis tikus usia tua setelah diberi perlakuan pemberian ekstrak etanol tanaman 




















ekstrak etanol tanaman pegagan (Centella asiatica) sebesar 100 mg/kg BB 
mengalami peningkatan ekspresi VEGF menjadi (25.2 ± 2.0
 
sel). Perbedaan 
pemberian dosis eksrak etanol tanaman pegagan (Centella asiatica) yang 
diberikan berpengaruh dalam meningkatkan ekspresi VEGF jaringan interstitial 
testis karena ekstrak etanol tanaman pegagan (Centella asiatica) mengandung za-
zat yang berfungsi sebagai profertilitas. Hal ini sesuai dengan penjelasan Winarto 
(2003) bahwa tanaman pegagan memiliki berbagai bahan aktif meliputi ; a) 
titerpenoid saponin, b) minyak essensial, c)  triterpenoid genin, d) flavonoid, e) 
fitosterol dan bahan aktif lainnya. Selain itu tanaman pegagan juga memiliki 
kandungan fitosterol yang bersifat androgenik yaitu membantu proses sintesis 
hormon testosteron pada hewan jantan. 
Sedangkan pada kelompok perlakuan 2 dengan pemberian dosis 200 mg/kg 
BB ekspresi VEGF mengalami peningkatan menjadi (59.8 ± 2.3 sel). Peningkatan 
ekspresi VEGF diduga terjadi karena senyawa fitosterol ekstrak etanol tanaman 
pegagan (Centella asiatica) sebagai prekursor steroid. Hal ini sesuai dengan 
penelitian Hustasuhut (2014) bahwa senyawa fitosterol ekstrak etanol herba 
kemangi (Ocimum americanum L.) bekerja untuk mempengaruhi sel leydig 
memproduksi hormon testosteron, sehingga terjadi peningkatan produksi hormon 
testosteron. Hormon ini berfungsi dalam proses pembentukan spermatozoa 
melalui spermatogenesis di dalam testis serta di pematangan sperma di dalam 
epididimis. Senyawa-seyawa fitosterol yang terdapat pada tumbuhan antara lain 




















Tanaman pegagan memilik kandungan senyawa fitosterol sebagai profertilitas 
yaitu untuk mempengaruhi sel leydig memporoduksi hormon testostero. Senyawa 
fitosterol merupakan triterpena yang kerangka dasarnya cincin siklopentana 
perhidrofenantrena, kerangka dasar tersebut menyerupai kerangka steroid. Suatu 
bahan dapat bekerja sebagai hormone karena mengandung zat yang susunan 
molekulnya mirip hormon (Widiyani, 2006). Pada hewan jantan fitosterol 
mempengaruhi sel leydig untuk memproduksi hormon testosteron. Hormon 
testosteron pada pejantan akan mengalami proses aromatisasi, yaitu perubahan 
testosteron menjadi estrogen oleh enzim aromatase melalui proses 
steroidogenesis. Hormon estrogen memiliki peran untuk menjaga fungsi fisiologis 
reproduksi setelah fertilitas pada pejantan. Hormon estrogen dapat bekerja apabila 
sudah berikatan dengan reseptor, reseptornya yaitu estrogen reseptor  α dan 
estrogen reseptor β. Estrogen reseptor merupakan mediator dari estrogen untuk 
menginduksi VEGF, karena terdapat ERE (Estrogen Reseptor Elemen) yang 
merupakan pembawa transkripsi mRNA VEGF (Jehanara dkk, 2014).  
VEGF berfungsi sebagai faktor penting dalam angiogenesis dengan 
merangsang protease endothel, proliferasi, dan migrasi sel (Basyar dan Sanif, 
2014). Vaskularisasi di dalam testis dibutuhkan sebagai suplai darah yang berguna 
untuk mengatur suhu saat subur, memainkan peran penting dalam menjaga 
fisiologis dan patologis testis. Menurut Caireset et al (2009), di dalam testis 
VEGF dapat mempertahankan kelangsungan hidup sel-sel germinal pada proses 
pembentukan spermatozoa dengan menyuplai nutrisi, oksigen dan hormone. Peran 




















belum dipelajari. Namun VEGF dan reseptornya dapat memainkan peran penting 
terhadap fisiologi dan patologi yang terlibat dalam testis (Rudolfsson et al., 2004). 
Sementara pada kelompok perlakuan 3 dengan pemberian dosis 300 mg/kg 
BB mengalami peningkatan menjadi (34.2 ± 0.8
 
sel). Pada kelompok perlakuan 3 
ini mengalami peningkatan ekspresi VEGF dibandingkan dengan kelompok 
kontrol dan mengalami penurunan ekspresi VEGF dibandingkan dengan 
kelompok perlakuan 2 dosis 200 mg/kg BB. Hal ini dikarenakan pemberian 
ekstrak etanol tanaman pegagan dalam dosis yang tinggi akan menyebabkan 
peningkatan kadar testosteron dalam plasma karena senyawa fitosterol 
mempunyai struktur kimia yang sama dengan testosteron yaitu hidrokarbon 
berinti siklopentana perhidrofenantrena sehingga fitosterol akan akan diubah 
menjadi hormon testosteron. Suatu senyawa dapat bekerja sebagai hormon apabila 
memiliki struktur kimia dan molekul yang sama seperti hormon. Tingginya kadar 
hormon testosteron dalam tubuh akan mengakibatkan umpan balik negatif 
terhadap hipotalamus yang dapat menghentikan sekresi GnRH (Gonadothropins 
Releasing Hormon), terhentinya sekresi GnRH akan menghambat sekresi 
gonadotropin (FSH dan LH) dan hipofisa anterior. LH berfungsi merangsang sel 
leydig untuk memproduksi hormon testosteron, sedangkan FSH berfungsi 
merangsang spermatogenesis dan pembentukan ABP (Androgen Binding Protein) 
pada sel sertoli. Menurut Widiyani (2006) bahwa penggunaan senyawa steroid 
dengan dosis yang berlebihan akan mengakibatkan resiko infertilitas, penyusutan 
testikuler, pembengkakan prostat, oligospenia, kelainan hepar, peningkatan kadar 




















pemberian ekstrak etanol tanaman pegagan pada dosis  250 mg/kg BB setiap hari 
selama 30 hari  menunjukkan adanya penurunan terhadap konsentrasi hormon 
testosteron pada tikus putih jantan dibandingkan pemberian dosis 125 mg/kg BB. 
Hal tersebut berarti ada kecenderungan adanya anti androgenik pada daun 
pegagan yang mampu menghambat aksi hormon testosteron karena senyawa ini 
dapat menduduki reseptor testosteron. Anti androgenik dapat mencegah ikatan 
antara hormon testosteron dengan ABP (Androgen Binding Protein) sehingga 























5.2 Potensi Ekstrak Etanol Tanaman Pegagan (Centella asiatica) Terhadap 
Ekspresi VEGFR-1 Jaringan Interstitial Testis Tikus Putih (Rattus 
norvegicus) Usia Tua 
Hasil gambaran imunohistokimia dari ekspresi VEGFR-1 ditandai dengan 
adanya warna coklat pada sitoplasma sel. Pengamatan dilakukan menggunakan 
mikroskop perbesaran 1000 dengan 20 kali lapang pandang pada area interstitial 
testis. Potensi ekstrak etanol tanaman pegagan terhadap ekspresi VEGFR-1 pada 
jaringan testis tikus putih usia tua dapat diamati menggunakan metode 
imunohistokimia.  
Ekspresi VEGFR-1 pada jaringan testis hewan coba kontrol mengalami 
penurunan pada keadaan tua, ditandai dengan sedikitnya bahkan hampir tidak ada 
area yang terwarnai coklat pada jaringan Gambar 5.2.A. VEGFR-1 (Vascular 
Endothelial Growth Factor Receptor-1) mengalami penurunan pada saat kondisi 
tua akibat dari penurunan produksi estrogen yang dapat menginduksi penurunan 
VEGF dan diikuti VEGFR-1 melalui estrogen reseptor. Pada Gambar 5.2.B 
ekstrak etanol tanaman pegagan dengan dosis 100 mg/kg BB, Gambar 5.2.C 
ekstrak etanol tanaman pegagan  dengan dosis 200 mg/kg BB, Gambar 5.2.D 
ekstrak etanol tanaman pegagan dengan dosis 300 mg/kg BB intensitas 
penyebaran warna coklat pada ekstraseluler di daerah interstitial sel tampak lebih 
banyak terekspresi dibandingkan Gambar 5.2.A kontrol. Hal tersebut 
dikarenakan terjadi peningkatan produksi testosteron sehingga dapat menginduksi 
VEGF dan diikuti VEGFR-1 yang merupakan agen penting dalam vaskularisasi 























Gambar 5.2 Hasil Imunohistokimia  VEGFR-1 Jaringan Interstitial Testis 
(Dokumentasi Pribadi). 
A = Kontrol (tikus tua tanpa pemberian esktrak etanol pegagan), 
B = Perlakuan 1 (pemberian ekstrak etanol pegagan 100 mg/kgBB), 
C = Perlakuan 2 (pemberian ekstrak etanol pegagan 200 mg/kgBB), 
D = Perlakuan 3 (pemberian ekstrak etanol pegagan 300 mg/kgBB), 
 
Keterangan :         Ekspresi VEGFR-1 
 Sel Leydig 
 
 
Kelompok kontrol (Tikus tua tanpa diberi perlakuan) memiliki rata-rata 
ekspresi VEGFR-1 lebih sedikit dibandingkan dengan kelompok perlakuan 1, 
kelompok perlakuan 2, dan kelompok perlakuan 3. Ekstrak etanol tanaman 
pegagan (dapat meningkatkan ekspresi VEGFR-1 pada tikus tua yang ditunjukkan 
dengan perbedaan secara signifikan (P<0,05). Hasil akumulasi ekspresi VEGFR-1 
dianalisis secara statistika menggunakan ANOVA dan menunjukkan adanya 




























Tabel 5.2 Ekspresi VEGFR-1 pada Jaringan Interstitial Testis Tikus Tua Pasca Terapi 
dengan Ekstrak Etanol Tanaman Pegagan 
Kelompok Rata-rata Ekspresi VEGFR-1 ± SD 
(sel) 
Kontrol   6.4 ± 1.1
a 
Dosis 1 (100 mg/kg BB) 21.2 ± 0.8
b 
Dosis 2 (200 mg/kg BB) 54.80 ± 1.9
d 
Dosis 3 (300 mg/kg BB) 33.2  ± 2.1
c 
 
Pada Tabel 5.2 menunjukkan bahwa uji One Way ANOVA terdapat 
perbedaan yang signifikan (P<0,05) antar perlakuan dan ekstrak tanaman pegagan 
(Centella asiatica) dapat meningkatkan ekspresi VEGFR-1 melalui produksi 
estrogen (Lampiran 9). Dari hasil penelitian, dapat diketahui rata-rata ekspresi 
VEGFR-1 tertinggi pada perlakuan pemberian ekstrak etanol tanaman pegagan 
(Centella asiatica) dengan perlakuan 2 dosis 200 mg/kg BB yakni sebesar (54.80 
± 1.9
 
sel). Dosis pada kelompok perlakuan 2 merupakan dosis optimum untuk 
terapi ekstrak etanol tanaman pegagan (Centella asiatica). Pada kelompok 
perlakuan 1 100 mg/kg BB kurang optimum karena ekspresi VEGFR-1 masih 
terekspresi sedikit dan hampir menyerupai perlakuan kontrol. Sedangkan pada 
kelompok perlakuan 3 dosis 300 mg/kg BB terjadi penurunan ekspresi VEGFR-1 
karena adanya senyawa toksik pada ekstrak tanaman pegagan (Centella asiatica). 
Hasil uji Tukey (Tabel 5.2) menunjukkan kelompok perlakuan ekstrak etanol 
tanaman pegagan (Centella asiatica) memiliki perbedaan yang nyata dengan 




















VEGFR-1 pada kelompok Kontrol (Tikus tua yang tidak diberi perlakuan) 
berbeda signifikan pada setiap Kelompok Perlakuan. Pada kelompok perlakuan 1, 
perlakuan 2 dan perlakuan 3 dapat dilihat pada Tabel 5.2 bahwa terjadi perbedaan 
signifikan (P < 0,05) jika dibandingkan kontrol (Tikus tua yang tidak diberi 
perlakuan), hal ini menunjukkan bahwa pemberian ekstrak etanol tanaman 
pegagan (Centella asiatica) mampu meningkatkan ekspresi VEGFR-1 
dibandingkan dengan kelompok (Tikus tua yang tidak diberi perlakuan). Namun 
pada kelompok perlakuan 2 memiliki notasi yang berbeda signifikan terhadap 
kelompok (Tikus tua yang tidak diberi perlakuan), hal ini menunjukkan bahwa 
ekstrak etanol tanaman pegagan (Centella asiatica) dosis yaitu 200 mg/kg BB 
mampu meningkatkan ekspresi dari VEGFR-1, sehingga kelompok perlakuan 2 
memiliki dosis yang optimum untuk dosis terapi. 
Kelompok tikus kontrol (Tikus tua yang tidak diberi perlakuan)memiliki rata-
rata paling rendah dibandingkan kelompok perlakuan lain yaitu sebesar (6.4 ± 1.1 
sel).Penurunan yang signifikan ini dikarenakan tikus yang berusia tua, sehingga 
dapat menurunkan ekspresi VEGFR-1. Penurunan VEGFR-1 pada testis 
dikarenakan pada tikus usia tua mengalami penurunan produksi estrogen. 
Estrogen memilki peran dalam perkembangan dan menjaga fungsi reproduksi 
pada jantan. Estrogen dapat bekerja setelah berikatan dengan reseptor. Reseptor α 
dan β (ER-α dan ER-β) merupakan reseptor estrogen. Peranan reseptor estrogen α 
dan β merupakan faktor mediasi dari estrogen untuk mengaktivasi VEGF 
(Vascular Endothelial Growth Factor) (Cross et al., 2003) dan diikuti reseptornya 




















sinyal VEGF dimediasi oleh membrane spesifik pada reseptornya. Reseptor 
tersebut diaktivasi oleh VEGF dengan mencetuskan fosforilasi berbagai protein 
yang aktif dalam kaskade transduksi sinyal. VEGF dan reseptornya VEGFR-1 
(Flt-1) sangat penting dalam regulasi dan memainkan peran penting dalam 
fisiologis vaskularisasi dan angiogenesis. Interaksi VEGF dan VEGFR menjadi 
salah satu dasar mekanisme dalam angiogenesis 
Penelitian menunjukkan hasil bahwa pemberian ekstrak etanol tanaman 
pegagan dapat meningkatkan produksi estrogen dalam tubuh yang berhubungan 
dengan peningkatan ekspresi VEGF dan VEGFR-1. Hal ini sesuai dengan 
penelitian (Nugroho dkk, 2016) pada mentimun, flavonoid quercetin dapat 
membantu proses angiogenesis dengan merangsang Hipoxia Inducible Factor-1 
(HIF-1) yang kemudian menginduksi Vascular Endothelial Growth Factor 
(VEGF) sehingga dapat mempercepat proses angiogenesis. Sedangkan saponin 
dapat menstimulasi angiogenesis dengan meningkatkan produksi Vascular 
Endothelial Growth Factor (VEGF). Peningkatan VEGF ini akan merubah sinyal-
sinyal intra dan interseluler, yang menyebabkan peningkatan proliferasi sel-sel 
yang mengekspresikan vascular endothelial growth factor reseptor (VEGFR-1) 
dan VEGFR-2. 
Setelah pemberian ekstrak etanol tanaman pegagan (Centella asiatica) dalam 
tiga dosis yang berbeda menunjukkan peningkatan ekspresi VEGFR-1 
dibandingkan tikus putih usia tanpa perlakuan pemberian ekstrak etanol tanaman 
pegagan (Centella asiatica). Perbandingan antara ekspresi VEGFR-1 sel 




















tanaman pegagan (Centella asiatica) (Tabel 5.2). Kelompok perlakuan 1 dengan 
dosis ekstrak etanol tanaman pegagan (Centella asiatica) sebesar 100 mg/kg BB 
mengalami peningkatan ekspresi VEGFR-1 menjadi (21.2 ± 0.8 sel). Perbedaan 
pemberian dosis eksrak etanol tanaman pegagan (Centella asiatica) yang 
diberikan berpengaruh dalam meningkatkan eskpresi VEGFR-1 sel interstitial 
testis karena ekstrak etanol tanaman pegagan (Centella asiatica) mengandung za-
zat yang berfungsi sebagai profertilitas. Hal ini sesuai dengan penjelasan Winarto 
(2003) bahwa tanaman pegagan memiliki berbagai bahan aktif meliputi ; a) 
titerpenoid saponin, b) minyak essensial, c)  triterpenoid genin, d) flavonoid, e) 
fitosterol dan bahan aktif lainnya.  
Sedangkan pada kelompok perlakuan 2 dengan pemberian dosis 200 mg/kg 
BB ekspresi VEGFR-1 mengalami peningkatan menjadi (54.80 ± 1.9
 
sel). 
Peningkatan ekspresi VEGFR-1 diduga terjadi karena senyawa fitosterol ekstrak 
etanol tanaman pegagan (Centella asiatica) sebagai prekursor steroid yang dipicu 
dari peningkatan ekspresi VEGF. Peningkatan ekspresi VEGFR-1 dikaitkan 
dengan peningkatan ekspresi VEGF. VEGF mengaktivasi reseptornya dengan 
membentuk fosforilasi sehingga dihasilkan protein yang aktif, sehingga 
peningkatan VEGF dapat meningkatkan proliferasi sel-sel yang mengekspresikan 
Vascular Endothelial Growth Factor Receptor (VEGFR-1) dan (VEGFR-2) 
(Sourris et al., 2008).  
Senyawa fitosterol di dalam tanaman pegagan merupakan triterpena yang 
kerangka kimianya system cincin siklopentana perhidrofenantrena, kerangka 




















dapat meningkatan senyawa steroid dalam darah, karena suatu bahan dapat 
bekerja sebagai hormon apabila memiliki kandungan zat dan molekul yang sama 
seperti hormon. Dengan demikian senyawa fitosterol diduga bersifat seperti 
hormon testosteron (Widiyani, 2006). Pada penelitian Yulinda (2014) menyatakan 
bahwa ekstrak kacang tunggak (Vigna unguiculata) dapat meningkatkan ekspresi 
VEGF. Hal ini dikarenakan ekstrak kacang tunggak memiliki kandungan genistein 
yang termasuk dalam kelas isoflavon dan mampu berikatan dengan estrogen 
reseptor dengan baik sehingga akan menstimulasi produksi VEGF. Peningkatan 
produksi VEGF akan memacu peningkatan proliferasi sel-sel pembentuk VEGFR-
1 maupun VEGFR-2, sehingga dapat berikatan dengan VEGF untuk melakukan 
angiogenesis. 
Pada kelompok perlakuan 3 dengan pemberian dosis 300 mg/kg BB 
mengalami peningkatan menjadi (33.2  ± 2.1
 
sel). Pada kelompok perlakuan 3 ini 
mengalami penurunan ekspresi VEGFR-1 dibandingkan dengan kelompok 
perlakuan 2 dosis 200 mg/kg BB dan mengalami peningkatan ekspresi VEGFR-1 
dibandingkan dengan kelompok kontrol. Hal ini dikarenakan pada dosis 300 
mg/kg BB mempengaruhi penurunan ekspresi VEGF sehingga akan memicu 
penurunan ekspresi VEGFR-1. VEGFR-1 merupakan reseptor VEGF untuk 
menginduksi, diferensiasi, proliferasi dan migrasi sel endotel melalui ikatan 
reseptor (Abdullah dkk, 2009), sehingga penurunan VEGFR-1 dapat mengganggu 
VEGF bekerja untuk pembentukan pembuluh baru yang dapat menurunkan 
vaskularisasi pada jaringan testis. Vaskularisasi pada testis dibutuhkan untuk 




















BAB 6 KESIMPULAN DAN SARAN 
 
6.1 Kesimpulan 
Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan yang telah disampaikan dapat 
diambil kesimpulan bahwa : 
1. Pemberian ekstrak etanol tanaman pegagan (Centella asiatica) 
meningkatkan ekspresi VEGF pada jaringan interstitial testis tikus putih 
(Rattus norvegicus) usia tua dengan dosis pemberian paling efektif yaitu 
200 mg/kg BB. 
2. Pemberian ekstrak etanol tanaman pegagan (Centella asiatica) 
meningkatkan ekspresi VEGFR-1 pada jaringan interstitial testis tikus 
putih (Rattus norvegicus) usia tua dengan dosis pemberian paling efektif 
yaitu 200 mg/kg BB. 
6.2 Saran 
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka saran yang dapat 
diberikan yaitu : 
Perlu dilakukan penelitian lanjut mengenai patofisiologi pemberian Centella 
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